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論文内容要旨
 近年,遺伝性ライソゾーム蓄積病に対して,酵素補充療法開発の試みがなされてきている。ラ
 イソゾーム蓄積病の多くは,中枢神経系合併症を伴うため,投与酵素が脳組織へ取り込まれるよ
 うな方法が必要とされる。最近,酵素をリボソームに埋包して投与する方法が注目されてきた。
 しかし,この方法による基礎的研究は少なく,脳への移行を検討した報告もない。そこで我々は,
 酵素をリボソームに埋包し疎水性にして投与すれば,脳血液関門並びに脳細胞膜を通過し易くな
 るのではないかと考え,リボソーム埋包酵素の脳を含めた諸臓器への取り込みを検討する目的で,
 以下の実験を行なった。
 方.法
 この実験では,酵素はAspergillusorizaeより抽出したβ一galactosidase(以下酵素と略す)
 を用い,リボソームはGregoriadisらの方法に従って作製し,組成はlecithin:cholestero1二
 〔iicetylphosphate(モル比7:2:1)とした。
 実験1:まずBoltonのクロラミン丁法に準じ1311標識酵素(比活性16～21μCi/曜蛋白)を
 作製した。そこで,同腹ラットを2群に分け,一方にIJポソーム埋包1311標識酵素を,他方に非
 埋包のものを静注して経時的に採血し,血中放射能活性を測定し,血中半減期を比較検討した。
 更に2腹ラットを2群に分け,一方にリボソーム埋包i311標識酵素を,他方に非埋包のものを,
 各群同じ放射能活性になるように調整して静注し,投与後5,10,20,30,240分に失血死さ
 せ,肝・脳を取り出し,氷冷生食水で血液を洗い落とした後,放射能活性を測定し,肝・脳への
 分布の経時的変化を検討した。
 実験2:同腹ラットを2群に分け,一方(実験群)にリボソーム埋包精製酵素(94.40-nitro-
 pheny1一β一galactopyranoside(oNPG》units/雌蛋白)を一匹当り2900NPGunits,他
 方(対照群)には酵素を含まない空のリボソームを同量静注し,投与1時間後における脳を含め
 た諸臓器の酵素活性を,鈴木の方法に従い4MU一β一galactopyranosideを基質として測定し,
 投与酵素の体内分布を検討した。対照群のそれに対する活性増加をもって取り込みとした。ラッ
 トは失血死させ,各臓器は氷冷生食水にて血液を洗い落とした。肝・脳を更に遠心法により
 celldebris_nuclear,mitochondria1-1ysosoma1,microsoma1,solubleの4分画に分け,
 各々について酵素活性を調べ,投与酵素の細胞内局在も検討した。
 実験3:3H標識酵素(NewEnglandNuclear社製,比活性1.23mCi勉9蛋白)をリボソー
 ムに埋包し,同腹ラット2匹にそれぞれ,3mCi,9mCiを静注し,30分後に脳を含めた諸
'
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制
 臓器を取り出し,ミクロオートラジオグラフィーを行ない,形態学的に投与酵素のラット組織内
 分布を検討した。尚,生食水を静注したラットを対照とした。
結果
 実験1:血中半減期は裸酵素で3分と極めて短いのに対し,リボソーム埋包酵素では25分と約
 8倍の延長効果が認められた。また,肝・脳への最大取り込み量は裸酵素では投与量のそれぞれ
 80彩,0.1%であるのに対し,リボソーム埋包酵素では50%,0.3%であった。以上の結果か
 ら,酵素をリボソームに埋包して投与すると,裸酵素のまま投与した場合に比し,肝への取り込
 みが抑制され,血中半減期は延長し,脳への取り込みが増加することが示唆された。
 実験2:リボソーム埋包酵素の取り込みは,肝・脳を始めとする調べた総ての臓器において認
 められた。脳における酵素活性の増加は対照群の6倍であった。また,細胞内局在の検討により,
 脳mitochondriaHysosoma1分画への取り込みも認められた。以上の結果は,ラット脳酵素活
 性上昇は外から投与されたリボソーム埋包酵素が脳血液関門を通過し,生物学的活性を持ったま
 ま脳組織へ取り込まれたことを示している。(ラット脳生来の酵素の誘導によるものではないこ
 とも確認している。)
 実験3:ミクロオートラジオグラフィーによる検討にて,肝・腎・脾・肺・心・筋・脳の総て
 の組織において銀粒子が認められた。また,その分布は脳を含めた多くの組織内において一様で
 はなく,細胞の種類による取り込み量にかなりの差があることがわかった。特に,肝・脾・肺で
 は網内系への取り込みが著明なこと,脳では白質より灰白質に取り込みが多いことが示された。
考案
 以上の一連の実験から,リボソームは,投与酵素を脳へ,さらには1ysosomeへ運搬する役
 割を持つことが明らかとなった。外来酵素の脳への取り込みに対して,従来は否定的な見解が殆
 んどであったが,それをくつがえす結果となったばかりでなく,現在のところ有効な治療法のな
 い,中枢神経系合併症を伴う,遺伝性ライソゾーム蓄積病に対して,酵素補充療法の展望を開く
 ものと考える。
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 審・査結・'果の・要旨
 最近,遺伝性ライソゾーム蓄積症に対して酵素補充療法の開発が試みられている。ライソゾ
 ーム蓄積症の多くは中枢神経系合併症を伴う故,投与酵素が脳組織へ取り込まれるような方法が
 必要とされる。本研究は,酵素を人工リポゾーム内に包含し動物に投与,脳並びに諸臓器への取
 り込みを検討したものである。酵素はAspergillusorizaeより抽出したβ一galactosidase
 (以下酵素と略す)を用い,リポゾームは1ecithin:cholestero1:dicetylphosphate(モル比
 7:2:1)の組成とした。
 1311標識酵素を作製し,同腹ラットを2群に分け一方にリポゾーム埋包1311標識酵素を他方
 に非埋包のものを静注し経時的に各臓器並びに細胞内各分画への取り込みを調べた。さらに3H
 標識酵素をリボソームに埋包し同様の実験を行ないミクロオートラジオグラフィーにより投与
 酵素のラット組織内分布を調べた。
 血中半減期は裸酵素では3分と極めて短いのに対し,リポゾーム埋包酵素では25分と約8倍の
 延長効果が認められた。また肝・脳への最大取り込み量は裸酵素では投与量のそれぞれ80%,0.1
 %であるのに対し,リポゾーム埋包酵素では50%,0.3%であった。この所見から,酵素をリポ
 ゾームに埋包して投与すると裸酵素のまま投与した場合に比し肝への取り込みが抑制され血中半
 減期は延長し脳への取り込みが増加することが示唆された。脳における酵素活性の増加は対照群
 の6倍であり,細胞内局在の検討により脳のmitochondria1-1ysosoma1分画への取り込みも
 認められた。ミクロオートラジオグラフィーによる検討の結果,肝,腎,脾,肺,心,筋,脳の
 すべての組織において銀粒子が認められた。その分布は各組織において一様ではなく,肝,脾,肝
 では網内系への取り込みが著明であり,脳では白質より灰白質に取り込みが多いことが示された。
 以上の研究は,酵素をリポゾームに包含して投与すると少ないながらも脳への取り込みが認め
 られることを明らかにしたものであり,医学博士の授与に価いするものと判定された。
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